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Procede pour l a synthese de peptides comprenant au moins une molecule 

de glycine 

La presente invention concerne un procede de synthese de peptides ou 
de derives de peptide comprenant au moins une molecule de glycine, certains 
peptides ou derives de peptide et certains intermediaires utilisables dans le 
procede de synthese et leur fabrication. 

Les peptides ou derives de peptide comprenant au moins une molecule de 
glycine, sont utiles, par exemple comme medicaments, comme intermediaires 
pour la fabrication de peptides et comme bras espaceur dans des compositions 
pharmaceutiques destinees a amener des principes biologiquement actifs 
specifiquement a certaines cellules du corps. Un exemple specifique d ? un tel 
peptide est le Gly-Phe-Leu-Gly. Dans l'etat de la technique (J. Chem. Educ, 
1999, p. 1558-60), il est il lustre que la synthese de ce tetrapeptide au depart de 
produits facilement accessibles tels que les aminoacides requiert de multiples 
operations de protection, deprotection et couplage. L' invention a pour objet en 
particulier de fournir un procede efficace et economique de synthese de ce 
peptide. 

La demande de brevet EP-A-0950664 decrit la fabrication de N-glycyl-L- . 
tyrosine par reaction de N-chloroacetyl-L-tyrosine en presence d'ions 
d'ammonium. 

II etait souhaitable de mettre a disposition un procede permettant d'acceder 
de maniere economique a des peptides ou derives de peptides, comprenant la 
glycine, plus complexes que dans l'etat de la technique et presentant une purete 
notamment optique elevee. 

L'invention concerne des lors un procede de preparation d'un peptide ou 
d'un derive de peptide comprenant au moins 2 acides amines enantiopurs et au 
moins une molecule de glycine, comprenant la fabrication d'un peptide de 
formule generale * 

R 1 R 2 NCH 2 -C(=0)-HN~A-COOH (I) 
dans laquelle 

A designe une chame peptidique comprenant au moins 2 acides amines 
enantiopurs ; 
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et R 1 et R 2 sont choisis independamment parmi H ou alkyl, alcenyl et aryl 
eventuellement fonctionnalises, un peptide et un acide nucleique, ou Rl et R2 
forment ensemble un substituant cycloalkyl ou cycloheteroalkyl, 
par reaction d'un compose de formule generate 

XCH 2 -C(=0)-HN-A-COOY (II) 

dans laquelle 

X designe un groupement susceptible d'etre substitue par substitution 
nucleophile, choisi en particulier parmi CI et Br et 
Y est choisi parmi H et des cations 

A designe une chame peptidique comprenant au moins 2 acides amines 
enantiopurs ; 

avec un compose de formule generate 

HNR L R 2 (IE) 

dans laquelle R 1 et R 2 sont independamment des substituants, choisis 
generalement panni H ou alkyl, alcenyl et aryl, eventuellement fonctionnalises, 
un peptide et un acide nucleique, ou Rl et R2 forment ensemble un substituant 
cyclique eventuellement fonctionnalise. 

II a ete trouve de maniere surprenante que le procede selon r invention 
permet l'obtention avec un rendement preparatif eleve de peptides complexes 
presentant plusieurs centres stereogeniques, tout en evitant la racemisation. 

Les peptides et derives de peptide obtenus dans le procede selon 
l'invention presentent generalement une purete diastereomerique, definie comme 
teneur ponderale en diastereomere souhaite, superieure ou egale a 98%. Souvent, 
la purete diastereomerique est superieure ou egale a 99%. De preference, la 
purete diastereomerique est superieure ou egale a 99,5%. De maniere 
particulierement preferee, la purete diastereomerique est superieure ou egale a 
99,9%. 

Dans les formules decrivant les produits mis en oeuvre ou obtenus dans le 
procede selon l'invention, A designe une chame peptidique comprenant au moins 
2 acides amines enantiopurs. 

Par acide amine, on entend designer, aux fins de la presente invention tout 
compose comprenant au moins un groupement NR1R2, de preference NH 2 et au 
moins un groupement carboxyle. 

Les acides amines enantiopurs utilises dans la presente invention sont des 
acides amines chiraux contenant au moins un carbone asymetrique. 
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Par aminoacide enantiopur, on entend designer un acide amine chiral 
constitue essentiellement d'un enantiomere. L'exces enantiomerique (ee) est 
defini : ee(%) = 100(xi-x 2 )/(xi+x 2 ) avec xa>x 2 ; Xi et x 2 represented la teneur du 
melange en enantiomere 1 ou 2 respectivement 

On met generalement en oeuvre un acide amine enantiopur dont Pexces 
enantiomerique est superieur ou egal a 99 %. On prefere un acide amine 
enantiopur dont l'exces enantiomerique est superieur ou egal a 99,5 %. De 
maniere particulierement preferee, on met en oeuvre un acide amine enantiopur 
dont Texces enantiomerique est superieur ou egal a 99,9 %. 

On peut mettre en oeuvre tout acide amine chiral, d'origine naturelle ou 
synthetique. 

Des exemples d'acides amines enantiopurs sont par exemple, les acide 
amines naturels suivants : 

Alanine, Valine, Norvaline, Leucine, Norleucine, Isoleucine, Serine, Isoserine, 
Homoserine, Threonine, Allothreonine, Methionine, Ethionine, Acide 
Glutamique, Acide Aspartique, Asparagine, Cysteine, Cystine, Phenylalanine, 
Tyrosine, Tryptophane, Lysine, Arginine, Histidine, Ornithine, Glutamine et 
Citailline. 

Les enantiomeres non naturels sont egalement utilisables. 

Des exemples d'acides amines enantiopurs d'origine synthetique 
utilisables comme base du reactif selon l'invention comprennent, par exemple, 
les acides amines suivants : (l-Naphtyl)alanine, (2-Naphtyl)alanine, 
Homophenylalanine, (4-Chlorophenyl)alanine, (4-FIuorophenyl)aIanine, (3- 
Pyridyl)alanine, Phenylglycine, Acide Diaminopimelique (Acide 2-6- 
Diaminoheptane-l,7-di'oique), Acide 2-aminobutyrique, Acide-2-aminotetraiine- 
2-carboxylique, Erythro (3-Methylphenylalanine, Threo p-Methylphenyl alanine, 
(2-Methoxyphenyl)alanine, Acide 1 -amino-5-hydroxyindane-2-carboxylique, 
Acide 2- Aminoheptane- 1,7-dioique, (2 ? 6-DimethyM-hydroxyphenyl)alanine, 
Erythro p-Methyltyrosine, Threo p-Methyltyrosine. 

De preference, l'acide amine enantiopur est selectionne parmi les acides 
amines d'origine naturelle ou synthetique nommes ci-dessus. 

Par chaine peptidique, on entend designer de preference une molecule 
associant au moins deux acides amines par un lien peptidique. Sont 
particulierement preferees les chatnes peptidiques dans lesquelles tous les acides 
amines sont associes par des liens peptidiques. Toutefois « chame peptidique » 
peut egalement designer des derives de peptides dans lesquels, par exemple, 
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deux ou plusieurs acides amines sont associes par un autre groupement tel que 
par exemple un groupement ureide ou thioureide. 

La chaine peptidique comprend au moins 2 acides amines. De preference, 
le nombre d'acides amines dans la chaine peptidique est superieur ou egal a 3. 

Dans une autre variante preferee, le nombre d'acides amines dans la chaine 
peptidique est superieur ou egal a 4. 

Le nombre d'acides amines que la chaine peptidique peut comprendre n'est 
en principe pas limite. Toutefois, la chame peptidique comprend souvent au plus 
100 acides amines. De preference, le nombre d'acides amines dans la chaine 
peptidique est inferieur ou egal a 20. De maniere particulierement preferee, le 
nombre d'acides amines dans la chaine peptidique est inferieur ou egal a 15. II a 
ete trouve que le procede selon 1' invention convient particulierement bien pour la 
fabrication preparative par voie chimique de peptides et derives de peptide 
presentant un degre eleve de purete diastereomerique. 

De preference, A designe une chaine peptidique formee d'un nombre 
d'acides amines tel que decrit ci-avant. 

La chaine peptidique comprend au moins 2 acides amines enantiopurs. En 
fonction de la longueur de la chaine peptidique, le nombre d'acides amines 
enantiopurs dans la chaine peptidique peut etre superieur ou egal a 3. Ce nombre 
peut egalement etre superieur ou egal a 4. 

La chame peptidique peut etre constitute d'acides amines enantiopurs. 
Toutefois la chaine peptidique comprend frequemment des acides amines non- 
chiraux tels qu'en particulier la glycine. II a ete trouve que le procede selon 
l'invention permet d'obtenir des peptides et des derives de peptide presentant un 
degre eleve de purete diastereomerique malgre la presence de nombreux centres 
stereogeniques dans la chaine peptidique, donnant lieu a un risque de 
racemisation. 

Des exemples specifiques de chaines peptidiques utilisables a titre de 
groupement A dans le procede selon l'invention repondent aux sequences 
suivantes : 

Phe-Leu-Gly, Gly-Phe-Gly-Phe, Gly-Phe-Gly-Leu, Gly-Phe-Gly-Phe-Leu, 
Gly-Phe-Leu-G!y-Phe-Leu. Phe-Leu-Gly est particulierement prefere a titre de ' 
sequence. 

Dans le compose de formule generate (fl), X designe un groupement 
susceptible d'etre substitue par substitution nucleophi!e De preference, X 
designe un groupement capable d'etre substitue par substitution nucleophile avec 
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un compose de formule generate (HI), en particulier dans les conditions de 
reaction detaillees plus loin. Des exemples specifiques de substituants X sont 
choisis parmi -O-ester et halogene. 

Des esters au sein du groupement X sont souvent choisis parmi des esters 
5 fluores tels que les fluoroacetates, les fluoroalkylsulfonates ou les alkyl- ou 

arylsulfonates. De preference, les esters sont choisis parmi le trifluoroacetate et 
le trifluoromethanesulfonate et le p-tolylsulfonate. 

Un halogene convient bient a titre de groupement X. Parmi les halogenes, 
le chlore et le brome sont preferes. Le chlore est tout particulierement prefere. 

10 Dans le compose de formule generale (II), Y designe un groupement choisi 

parmi H et des cations. Parmi les cations appropries on peut citer en particulier 
Li + , Na + , K + 3 Cs f , Mg 2+ , Ca 2 * Sr 24 " et Ba 2+ Dans une variante preferee, Y 
designe un cation de formule HZNR 1 ]* 2 * pouvant etre obtenu par protonation des 
composes de formule generale (III) decrits plus bas. Un groupement Y choisi 

1 5 parmi H et NEU + est particulierement prefere. II est entendu qu'un groupement Y 
donne peut etre echange contre un autre au cours de la mise en oeuvre du 
procede selon Tinvention. 

L ? invention concerne aussi le compose de formule generale (If). 

Dans le procede selon Tinvention, la reaction est generalement effectuee a 

20 une temperature superieure ou egale a -30°C. Souvent, la reaction est effectuee a 
une temperature superieure ou egale a 0°C. De preference, la temperature est - 
superieure ou egale a +10°C. Dans le procede selon i'invention, la reaction est. 
generalement effectuee a une temperature inferieure ou egale a +60°C. Souvent, 
la reaction est effectuee a une temperature inferieure ou egale a +50°C. De 

25 preference, la temperature est inferieure ou egale a 40°C. 

Dans le procede selon Tinvention, la reaction est generalement effectuee 
dans un milieu liquide. Dans ce cas, la pression est choisie de maniere a 
maintenir le milieu reactionnel a Tetat liquide. La pression atmospherique 
(environ 101,3 kPa) et des pressions superatmospheriques conviennent bien. 

30 Dans le procede selon Finvention, rammoniaque est tout particulierement 

prefere a titre de compose de formule generale (III). 

Lorsque, dans le compose de formule generate (.HI), le substituant Rl et/ou 
R2 est alkyl, il est souvent choisi parmi un groupement alkyl comprenant de 1 a 
20 atomes de carbone. Des exemples specifiques de tels groupements sont 

35 methyl, ethyl, n-propyl, isopropyl, n-butyl, iso-butyl, tert. -butyl, pentyl, 

cyclopentyl, cyclohexyl et benzyl. Un groupement methyl ou ethyl est prefere. 
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Lorsque, dans le compose de formule generale (in), le substituant Rl et/ou 
R2 est alcenyl, il est souvent choisi parmi un groupement alcenyl comprenant de 
2 a 20 atomes de carbone. Des exemples specifiques de tels groupements sont 2- 
allyl, n-but-2-enyl, iso-butenyl, cyclopentenyl, cyclohexenyl. Un groupement 
allyl est prefere. 

Lorsque, dans le compose de formule generale (HI), le substituant Rl et/ou 
R2 est aryl, il est souvent choisi parmi un groupement aryl comprenant de 6 a 24 
atomes de carbone. Des exemples specifiques de tels groupements sont phenyl 
1-tolyl, 2-tolyl, 3-tolyl, xylyl, l-naphtyl et 2-naphtyl. Un groupement phenyl ou 
tolyl est prefere. 

Lorsque, dans le compose de formule generale (HI), le substituant Rl et R2 
forment ensemble un substituant cyclique, Pheterocycle incluant le groupement 
NH est generalement un cycle forme de 3, 4, 5, 6 ou 7 atomes. Des exemples 
specifiques de tels heterocycles sont la pyrrolidine, la piperidine, la morpholine, 
la 1,2,3,4-tetrahydroquinoleine, la 1,2,3,4 tetrahydroisoquinoleine, la 
perhydroquinoleine, la perhydroisoquinoleine et le (lH)-indole. La pyrrolidine, 
la piperidine et la morpholine sont preferees. 

Lorsque, dans le compose de formule generale (IU), le substituant Rl et/ou 
R2 est un peptide, ce peptide comprend au moins 2 acides amines. Souvent, le 
peptide comprend au moins 3 acides amines. Dans un aspect prefere, le peptide 
comprend au moins 4 acides amines. Lorsque, dans le compose de formule 
generale (III), le substituant Rl et/ou R2 est un peptide, le nombre d' acides 
amines qu'il peut comprendre n'est en principe pas limite. Toutefois, le peptide 
comprend souvent au plus 100 acides amines. Dans un aspect prefere, le peptide 
comprend au plus 20 acides amines. 

Dans une variante, le compose de formule generale (III) est un compose de 
formule generale (I) tel que decrit plus haut, dans lequel au moins un substituant 
Rl ou R2 est H. De preference Rl et R2 sont H. Lorsque, dans cette variante, A 
est identique dans le compose de formule generale (II) et le compose de formule 
generale (HI), le produit obtenu est un derive de peptide de formule generale 
R 1 N(CH 2 -C(-0)-HN>A-COOH) 2 (IV) 

dans laquelle 

A est une chame peptidique, de preference telle que definie plus haut et R 1 est tel 
que defmi plus haut. 
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Lorsque, dans cette variante, A n'est pas identique dans le compose de 
formule generale (EL) et le compose de formule generale (IEIX ^ e produit obtenu 
est un derive de peptide de formule generale 

R 1 N(CH 2 -C(-0)-HN- Al -COOH)(CH 2 -C(=0)-HN- A2-COOH) ( V) 
dans laquelie 

Al et A2 designent des chames peptidiques differentes, de preference repondant 
a la definition du substituant A donnee plus haut et R 1 est tel que defini plus 
haut 

L 5 invention concerne aussi les derives de peptide de formule generale (IV) 
et (V). 

Des derives de peptides de formule generale (IV) ou (V) preferes sont 
ceux dans lesquels A designe une chaine peptidique formee de 2 a 20 acides 
amines, comprenant au moins 2 acides amines enantiopurs. 

Ces derives de peptides, sont utilisables comme constituants dans des 
compositions pharmaceutiques, par exemple comme bras espaceur dans des 
compositions pharmaceutiques destinees a amener des principes biologiquement 
actifs specifiquement a certaines cellules du corps. 

L' invention concerne des lors aussi une composition pharmaceutiques 
comprenant les derives de peptide de formule generale (IV) ou (V). De 
preference, les compositions pharmaceutiques comprennent les derives de . . 
peptide de formule generale (IV) ou (V) a titre de bras espaceur. Les derives 
dans lesquels A ou Al et/ou A2 est choisi parmi Phe-Leu et Phe-Leu-Gly spnt 
preferes. 

Les compositions pharmaceutiques peuvent etre preparees par exemple par 
une methode comprenant 

(a) la derivatisation du groupement NH central d'un derive de peptide de 
formule generale (IV) et (V) dans lesquel Rl est H, par un groupement 
polymerisable tel qu'un groupement methacrolyle, eventuellement apres 
protection d'autres groupements fonctionnels du peptide tel que le 
groupement ou les groupements carboxyle terminaux ; 

(b) la copolymerisation du derive de peptide derivatise, avec un comonomere 
approprie tel que par exemple un methacylamide fonctionnalise, en 
particulier le N-(2-hydroxypropyl)-methacrylamide ; 

(c) eventuellement la deprotection du groupement ou des groupements carboxyle 
terminaux ; 
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(d) la condensation du medicament, par exemple la daunomycine, avec le 
groupement carboxyle, eventuellement protege. 
Dans une premiere variante du procede selon l'invention, la reaction est 
generalement efFectuee dans un milieu liquide contenant au moins 25% en poids 
par rapport au poids total du milieu liquide de compose de formule generate (HI). 
Plus souvent, le milieu liquide contient au moins 30% en poids de compose de 
formule generate (HI). La limite superieure de la teneur en compose de formule 
generate (III) correspond en principe a la limite de solubilite du compose de 
formule generate (III) dans le milieu choisi. 

Dans une deuxieme variante, la reaction est efFectuee dans un milieu 
liquide dans lequel on maintient une concentration du compose de formule 
generate (II) inferieure ou egale a 10% en poids par rapport au poids total du 
milieu liquide. Une concentration du compose de formule generate (II) inferieure 
ou egale a 5% en poids est preferee. Une concentration du compose de formule 
generate (II) inferieure ou egale a 2% en poids est plus parti culierement preferee. 
Une concentration du compose de formule generate (II) inferieure ou egale a 1% 
en poids est tout particulierement preferee. Generalement, la reaction est 
efFectuee dans un milieu liquide dans lequel on maintient une concentration du 
compose de formule generate (II) superieure ou egale a 0,001% en poids par 
rapport au poids total du milieu liquide. Souvent, la concentration du compose de 
formule generate (II) est superieure ou egale a 0,01% en poids. 

Dans la deuxieme variante, une maniere avantageuse de maintenir la 
concentration souhaitee en compose de formule generate (II) comprend 
d'effectuer une addition progressive du compose de formule generate (II) au 
milieu liquide. 

L'addition progressive du compose de formule generate (II) peut etre, par 
exemple, une addition realisee en plusieurs portions, identiques ou non. Ce mode 
d'addition du compose de formule generate (II) correspond a ce qui est appele, 
pour des bioreacteurs, une reaction de type « fed-batch » (Ullmann's 
Encyclopedia of Industrial Chemistry, 5. Ed. Vol B4 p.387-388). Generalement, 
on introduit une portion de compose de formule generate (II) dans le milieu 
reactionnel initial, puis on ajoute au moins une autre portion ulterieurement, en 
cours de reaction. Le nombre de portions a mettre en oeuvre n'est theoriquement 
pas limite, s'approchant alors d J un autre mode d'addition du compose de formule 
generate (II) selon lequel 1'addition progressive est realisee en continu. 
Cependant, on emploie generalement un nombre de portions d'au plus 100. 
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Souvent, le nombre est d'au plus 50. Le plus souvent, le nombre est d'au plus 20. 
Un nombre d'au plus 10 donne de bons resultats. Un nombre d'au plus 5 est 
avantageux. Un nombre d'au plus 4 est prefere. D'excellents resultats sont 
obtenus avec un nombre de 2 ou 3. 

• 5 Les intervalles de temps entre les additions des portions sont general ement 

d'au moins 1 min. Souvent, les intervalles sont d'au moins 5 min. Plus souvent, 
les intervalles sont d'au moins 30 min. De preference, les intervalles sont d'au 
moins 1 h. Des intervalles d' environ 2, 3, 4, 5 ou 6 h donnent de bons resultats. 
Dans un autre mode d'addition du compose de formule generate (II) dans le 

10 procede selon r invention, T addition progressive d'au moins une partie du 

compose de formule generale (II) est realisee en continu. Ce mode d'addition 
correspond a ce qui est appele, pour des bioreacteurs, une reaction de type 
« extended fed-batch » (Ullmann's Encyclopedia of Industrial Chemistry, 5. Ed. 
Vol B4 p.387-388). On peut, par exemple, introduire une portion de compose de 

15 formule generale (II) dans le milieu reactionnel initial, puis ajouter 

ulterieurement en cours de reaction une quantite souhaitee de compose de 
formule generale (II) en continu, en reglant le debit de maniere a maintenir la . 
concentration du compose de formule generale (II) en dessous de la 
concentration souhaitee. 

20 La deuxieme variante convient particulierement bien lorsqu'on veut 

empecher la reaction ulterieure du compose de formule generale (I) avec du 
compose de formule generale (II) present dans le milieu reactionnel. 

La deuxieme variante convient en outre egalement bien pour efFectuer une 
reaction selective 1:1 d'un compose analogue au compose de formule generale 

25 (II), dans lequel, tout autre substitution et les conditions de reaction restant 
comme decrit pour le compose de formule generale (II), le substituant A 
comprend 0 ou 1 acide amine enantiopur. 

Les produits obtenus a Tissue du procede selon V invention peuvent etre 
derivatises par exemple avec des groupements activants ou protecteurs connus. 

30 Us peuvent egalement etre soumis a des reactions de derivatisation visant a 

introduire de tels groupements activants ou protecteurs. Les produits obtenus a 
Tissue du procede selon Tinvention ou leurs derives peuvent etre utilises pour la 
fabrication ulterieure de peptides ou de derives de peptides, par exemple par des 
couplages peptidiques connus. 



1er depot 



- 10 - 



Dans un aspect particulier, le procede selon 1' invention comprend en outre 
la fabrication du compose de formule generaie (n) par couplage peptidique d'un 
fragment de formule generaie 

XCH 2 -C(=0)-HN-B (VI) 

dans laquelle 

X designe un groupement susceptible d'etre substitue par substitution 
nucleophile, tel que defini plus haut, choisi en particulier parmi CI et Br, et 
B designe un acide amine ou une chaine peptidique portant eventuellement des 
groupes protecteurs et/ou activants, 

avec un fragment C designant egalement un acide amine ou une chaine 
peptidique portant eventuellement des groupes protecteurs et/ou activants. 

Dans le fragment de formule generaie (VI), B peut designer un acide 
amine, en particulier choisi parmi la glycine et Ies acides amines cites plus haut. 
De preference, B est un acide amine enantiopur en particulier tel que mentionne 
plus haut ou un peptide dont le N-terminus acyle est un acide amine enantiopur. 
Un acide amine enantiopur choisi parmi Phe, He, Val Ala et Leu est 
particulierement prefere. Phe est tout particulierement prefere a titre d'acide 
amine enantiopur. 

Le fragment C peut etre un acide amine ou une chaine peptidique 
comprenant de preference 2, 3, 4 ou 5 acides amines. Les acides amines sont 
choisis en particulier parmi la glycine et les acides amines cites plus haut. 

Les fragments B et C peuvent porter des groupements protecteurs et/ou 
activants connus en eux-memes tels qu'en particulier un groupement 
benzyloxycarbonyl, un groupement t-butoxycarbonyl ou un groupement silyl. 
Les fragments B et C peuvent etre couples par des methodes connues telles que 
par exemple une reaction de fragments de formule generaie (VI) et C, proteges 
de maniere appropriee en presence de dicyclohexylcarbodiimide, eventuellement 
en outre en presence d'hydroxysuccinimide ou d'hydroxybenzotriazole. 

II a ete trouve que malgre la presence d'acides amines enantiopurs acyles 
ou d'acides amines enantiopurs au sein d'une chaine peptidique dont leN- 
terminus est acyle, il est possible d'effectuer de multiples couplages peptidiques 
avec un bon rendement en compose de formule generaie (II) tout en conservant 
une purete optique elevee. 

Dans le fragment C, le C-terminus est de preference un groupement - 
COOZ dont le groupement Z peut etre substitue par un groupement Y tel que 
defini plus haut, dans des conditions qui iaissent intact la liaison peptidique et ne 
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conduisent pas a une racemisation. Des exemples de groupements Z utilisables 
sont silyl, en particulier trialkylsilyl. Un groupement trimethylsilyl est 
particulierement prefere a titre de substituant Z. 

Dans une variante particulierement preferee, Je fragment C est persilyle, 
c'est-a-dire qu'au moins tous les groupements -NH2 et COOH de l'acide amine 
ou du peptide portent un substituant silyl, de preference t rial ky 1 s i 1 y I (-NHSiR 3 ; 
COOSiR 3 ). Des groupements trimethylsilyl sont particulierement preferes a titre 
de substituant silyl La persilylation d'un acide amine ou d'un peptide peut etre 
efFectuee par exemple selon la methode decrite dans la demande de brevet EP-A- 
184243 au nom de la Demanderesse. 

Dans une variante tout particulierement preferee, le fragment C est un 
aminoacide persilyle. Ce fragment peut etre couple avec un fragment de formule 
generale (VI) comportant un groupement carboxyle de preference active, par 
exemple par formation d' anhydride ou de chlorure d 5 acide. 

II est encore plus particulierement prefere d'effectuer des couplages 
peptidiques successifs d'un fragment de formule generale (VI) dans lequel B 
designe un acide amine tel que decrit plus haut avec differents fragments C qui „ 
sont des acides amines persilyles, en particulier pertrimethylsilyles. Cette 
variante convient particulierement bien pour la synthese de composes de formule 
generate (II) dans lesquels A est une chaine peptidique constituee d'un nombre - 
superieur ou egal a 2 5 3, 4, 5, 6, 7 ou 8 acides amines. Cette variante convient 
particulierement bien pour la synthese de composes de formule generale (II) dans 
lesquels A est une chaine peptidique constituee d'un nombre inferieur ou egal a 
20, 15 ou 10 acides amines. II a ete trouve qu'en particulier les composes de 
formule generale (II) mentionnes ci-avant peuvent etre obtenus de maniere 
economique a l'echelle preparative de cehtaines de grammes voire de 
kilogrammes avec un rendement eleve par cette variante, sans racemisation 
substantielle. 

Le precede selon 1'invention convient particulierement bien pour la 
preparation de tetra-, penta-, hexa-, hepta- et octapeptides N-Gly-terminaux, tels 
qu'en particulier les sequences mentionnees plus haut et plus particulierement 
Gly-Phe-Leu-Gly, par une sequence de reactions selon laquelie 
(a) on effectue la synthese d'un compose de formule generale (II) par des 
couplages peptidiques successifs d'un fragment de formule generale (VI) 
dans lequel B designe un acide amine tel que decrit plus haut, en particulier 
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Phe, avec differents fragments C qui sont des acides amines persilyles, en 

particulier pertrimethylsilyles 
(b) on soumet, conformement au procede selon Pinvention tel que decrit plus 

haut, le compose de formule generale (II) a une reaction avec un compose de 

formuie generate (III). 
Les exemples ci-apres entendent illustrer Pinvention sans toutefois la 
limiter. 

Les differents produits et intermediates de synthese rapportes dans les 
exemples ont ete caracterises par differentes methodes analytiques, mises en 
oeuvre dans les conditions suivantes : 
Rotation optique (a) : mesuree a 589 nm a 25 °C 
Chromatographie en couche mince (CCM) : 

Plaques de silicagel MERCK 60F-254 

Eluants pour la CCM 

R f l : EtOAc/nBuOH/HOAc/H 2 0 proportions (volume) 10/1/1/1 
R f 2 : EtOAc/aBuOH/HOAc/H 2 0 proportions (volume) 4/1/1/1 
R f 3 : EtOAc/nBuOH/HOAc/H 2 Q proportions (volume) 1/1/1/1 
Chromatographie HPLC : 

- Colonne Vydac 5}im 201 TP 54 C-18 

~ Elution : gradient de 98 % A + 2 % B jusqu'a 25 % A + 75 % B en 49 
minutes 

(A = eau 0,1 % en acide trifluoroacetique ; B = acetonitrile 0,1 % en acide 
trifluoroacetique) 

- Debit - 2 ml/min 

- Detection : UV 220 nm. 
Resonance magnetique nucleaire (RMN) : 

- Appareil Briiker AMX 500 MHz 

- Shift donnes en ppm 

- Allures des resonances : m=multiplet s-singulet, d=doublet 3 t=triplet, 
q=quadruplet 3 quint=quintuplet, o=octuplet. 

Exemple 1 

Synthese de N-Chloroacetyl-Phe-Leu 
Activation 

On a prepare une solution de 1 mole de N-chloroacetyl-(L)-phenylalanine 
dans 1 litre de dichloromethane en presence d ? une mole de triethylamine et de 1 
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mole de pyridine. On a refrodi a -35°C et on a ajoute 1,15 mole de chlorure de 

pivaloyle. 

Coup 1 age 

A la solution preparee, on a ajoute 1 litre d'une solution de 1,15 mole de 
N,0-bis(trim&hylsilyl)-(L)-Leucine dans le dichloromethane, refroidie a -15°C. 
On a laisse reagir pendant 90 min en laissant remonter la temperature. 
Isolation du compose 

Le melange reactionnel a ete traite avec une solution de 1 mole de KHS04 
dans 2,7 litres d'eau. On a evapore le dichloromethane et le N-Chloroacetyl-Phe- 
Leu a ete recupere sous forme d'un precipite qu'on a seche et lave a 1 'ether. 
Rendement 80% 

Aucune racemisation n'a ete observee. 



(C=2, CH 3 OH) 



CI CH 2 C - Phe - Leu 

II 

O 

m.p. : 158-159 °C 
a : -10.2 
TLC : R f l : 0.86 
HPLC : t R : 19.8min 

RMN ('H) dans CD 3 OD, reference interne (ligne centrale du multiplet CD 3 a 
3.32ppm) 

H aiomatique Phe 
Ha Phe 
Ha Leu 
CI CIL 2 — C 



7.26-7.21 
4.72 
4.46 
4.00 



(5H, m) 
(1H, dd) 
(1H, dd) 

(2H, systeme AB) 



3.20 
2.94 
1.71 
1.67 
0.96 
0.95 

Exemple 2 



(1H, dd) 
(1H, dd) 
(1H, m) 
(1H, m) 
(3H, d) 
(3H, d) 



Hpl Phe 
H p 2 Phe 
H y Leu 
Hp Leu 
CH3 yl Leu 
CH3 y2 Leu 



Synthese de N-Chloroacetyl-Phe-Leu-Gly 
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On a procede comme a l'exemple 1 avec les differences suivantes : 

On a mis en oeuvre du N-Chloroacetyl-Phe-Leu dans l'etape d'activation 

et duN,0-bis(trimethylsilyl)-G]ycine a l'etape de couplage. 

Rendement 75% 
5 Aucune racemisation n'a ete observcc. 

CI CH 2 CO -Phe-Leu-Gly 

m. p. : 207-209 °C 

a: -31 (C=2 5 CH 3 OH) 

TLC : Rf(l) : 0.67 
10 HPLC : t R : 17.2min 

RMNf ( l U) dans CD 3 OD, reference interne (ligne centrale du multiplet CD 3 a 

3.32ppm) 

7.28-7.22 (5H, m) H aromatiques Phe 

4.96 (1H, dd) Ha Phe 

15 4.47 (1H, dd) Ha Leu 

O 



20 



4.01 


(2H, systeme AB) 


CI CH-2 - C 


3.87 


(2H, systeme AB) 


Ha - Gly 


3.17 


(1H, dd) 


H p l Phe 


2.98 


(1H, dd) 


H p 2 Phe 


1.65 


(3H, m) 


Hp + H T Leu 


0.95 


(3H, d) 


CH 3 yl Leu 


0.94 


(3H, d) 


CH 3 y2 Leu 


Exemple 3 







Synthese de Gly-Phe-Leu-Gly 
25 On a introduit dans 1 L d'ammoniaque aqueux (25%) 3 portions de 10 g de 

N-Chloroacetyl-Phe-Leu-Gly a temperature ambiante. La duree entre les 
introductions de N-Chloroacetyl-Phe-Leu-Gly etait de 6h chaque fois. Apres 6h 
supplementaires, on a evapore l'ammoniaque jusqu'a precipitation du produit 
Les liqueurs meres ont ete neutralisees et stockees a -5°C. Le produit a ete 
30 filtre et lave a l'eau. 

Rendement en Gly-Phe-Leu-Gly : 80% 
Gly-Phe-Leu-Gly 
m. p.: (decomposition) >300°C 
a : -26 (C=2, IN IIC1) 
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TLC: R((l) = 0.12 

Rf(2) = 0.25 

Rf(3) = 0.51 
HPLC : t R : 11.6min 

RMN CB) dans CD 3 OD, reference interne (ligne centrale du multiplet CD 3 a 
3.32ppm) 



7.27-7.22 


(5H, m) 


H aromatiques Phe 


4.72 


OH, dd) 


Ha Phe 


4.46 


(1H, dd) 


Ha Leu 


3.91 


(2H, systeme AB) 


Ha Gly2 


3.70 


(1H 3 d) 


Hal Gly 1 


3.62 


(1H, d) 


Ha2 Gly 1 


3.17 


(1H,. dd) 


Hpl Phe 


2.93 


OH, dd) 


H p 2 Phe 


1.63 


(3H, m) 


Hp + H T Leu 


0.95 


(3H, d) 


CH3 yl Leu 


0.94 


(3H, d) 


CH 3 y2 Leu 



Le produit HN(CH2(C=0)-Phe-Leu-Gly) 2 a ete obtenu par acidification 
des eaux meres en un rendement de 5% 

Aucune raclemisation n'a ete observee pour les deux produits. 
Exemple 4 
Synthese de 

CH 2 (C=0) -Phe Leu Gly 

HN 

CH 2 (C=0) -Phe Leu Gly . 

On a dissout 1,25 mmol (490mg) de Gly-Phe-Leu-Gly et 1 mmol (41 lmg) 
de CI CH 2 (C-O) - Phe Leu-Gly dans 5ml de dioxane et 2,25 ml de KOH IN. 
On a chauffe a environ 65°C et on a suivi la conversion par HPLC. Des que la 
conversion etait complete, on a evapore le dioxane. On a ajoute 10ml d'eau et on 
a ajuste le pH a 2,5. Le produit a precipite. II a ete lave a Feau et a Tacetate 
d ? ethyl e. 

Rendement : 60% 
t R (HPLC) : 21.0 min 
R f 2 =0.75 

RMN (D 2 0 + 1 goutte d'acide trifluoroacetique) 
7.45-7.36 (m, 10H) H aromatiques Phe 
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4.84 


(m, 2H) 


Ha de deux Phe 


4.59 


(m, 2H) 


Ha de deux Leu 


4.14-4.00 


(m, 8H) 


Ha de groupements Gly 


3.23 


(m, 4H) 


Hp de deux Phe 


1.70 


(m 6m 

\ " 7 / 




1.00 


(d+d 3 12H) 


H5 de deux Leu 



Exemple 5 
Synthese de 

HN° 



CH 2 - (C=0) - Phe-Leu-Gly 



CH 2 -(C=0)-Phe-Leu 
Le compose a ete obtenu en suivant le mode operatoire de 1' exemple 4, au 
depart de Gly-Phe-Leu-Gly et de C1CH 2 (C=0) - Phe Leu. 
t R = 22.4 min 
R f 2 : 0.84 

PvMN dans CD 3 OD, reference interne (ligne centrale du multiplet CD 3 a 
3.32ppm) 



7.30-7.23 (m, 10H) 

4.73 (dd, 1H) 

4.67 (dd, 1H) 

3.88 (s, 2H) 

3.55 (systeme AB, 4H) 

3.32 (m, 2H) 

3.23 (m, 2H 

1.75-1.68 (m, 6H) 

0.98-0.95 (m, 12H) 



H aromatiques Phe 
Ha du lerPhe 
Ha du 2eme Phe 
Ha d'un groupement Gly 
Ha de deux Gly 
H|31 de deux Phe 
Hp2 de deux Phe 
Hp+Hy de deux Leu 
H5 de deux Leu 
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RE VEND I CATIONS 

1. Procede de preparation d'un peptide ou d'un derive de peptide 
comprenant au moins 2 acides amines enantiopurs et au moins une molecule de 
glycine, comprenant la fabrication d'un peptide de formule generale 

5 R 1 R 2 NCH 2 >C(=0)-HN-A-COOH (I) 

dans laquelle 

A designe une chaine peptidique comprenant au moins 2 acides amines 
enantiopurs ; 

et R 1 et R 2 sont choisis independamment parmi H ou alkyl, alcenyl et aryl, 
10 eventuellement fonctionnalises, un peptide et un acide nucleique, ou Rl et R2 
forment ensemble un substituant cycloalkyl ou cycloheteroalkyl, 
par reaction d'un compose de formule generale 

XCH 2 -C(=0)-HN-A-COOY (II) 

dans laquelle 

15 X designe un groupement susceptible d'etre substitue par substitution 
nucleophile, choisi en particulier parmi CI et Br et 
Y est choisi parmi H et des cations 
A a la meme signification que dans la formule (I); 
avec un compose de formule generale 

20 HNR ] R 2 (IE) 

dans laquelle R 1 et R 2 ont la meme signification que dans la formule (I). 

2. Procede selon la revendication 1, dans lequel la reaction est effectuee 
dans un milieu liquide contenant au moins 25% en poids par rapport au poids 
total du milieu liquide de compose de formule generale (IE). 

25 3. Procede selon la revendication 2, dans lequel le milieu liquide contient 

au moins 30% en poids de compose de formule generale (HI). 

4. Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 3, dans lequel la 
reaction est effectuee dans un milieu liquide dans lequel on maintient une 
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concentration du compose de formule generale (II) inferieure ou egale a 10% en 
poids par rapport au poids total du milieu liquide. 

5. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 4 ? dans lequel la 
reaction est effectuee a une temperature de -30°C a + 60°C. 

5 6. Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 5 dans lequel le 

compose de formule generale (HI) est i'ammoniaque. 

7. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 6 dans lequel A 
designe une chaine peptidique formee de 2 a 20 acides amines. 

8. Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 7 dans lequel au 
10 moins R 2 est egal a H et le produit obtenu est un derive de peptide de formule 
generale 

R 1 N(CH 2 -CeO)-HN-A-COOH) 2 (IV) 

dans laquelle 

A designe une chaine peptidique comprenant au moins 2 acides amines 
15 enantiopurs ; 

et R 1 est choisi parmi H, alkyl, alcenyl et aryl, eventuellement fonctionnalises, un 
peptide ou un acide nucleique. 

9. Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 8 comprenant la 
fabrication du compose de formule generale (II) par couplage peptidique d'un 

20 fragment de formule generale 

XCH 2 -C(=0>HN-B (VI) 

dans laquelle 

X designe un groupement susceptible d'etre substitue par substitution 
nucleophile, choisi en particulier parmi CI et Br et 
25 B designe un acide amine ou une chame peptidique portant eventuellement des 
groupes protecteurs et/ou activants, 

avec un fragment C designant egalement un acide amine ou une chaine 
peptidique portant eventuellement des groupes protecteurs et/ou activants. 

10. Procede selon la revendication 9 3 dans lequel B designe un acide 
30 amine. 
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concentration du compose de formule generale (II) iuferieure ou egale a 10% en 
poids par rapport au poids total du milieu liquide. 

5. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 4, dans lequel la 
reaction est effectuee a une temperature de -30°C a + 60°C. 

6. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 5 dans lequel le 
compose de formule generale (III) est rammoniaque. 

7. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 6 dans lequel A 
designe une chaine peptidique formee de 2 a 20 acides amines. 

8. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 7, dans lequel le 
compost de formule generale (III) est un compose repondant a la formule 
generale (I), au moins R 2 dans le compose de formule generale (HQ est H, A est 
identique dans le compose de formule generale (II) et dans le compose de 
formule. generale (HI) et le produit obtenu est un derive de peptide de formule 
generale 

R 1 N(CH 2 -C(=0)-HN-A-COOPl) 2 (IV) 

dans laquelle 

A designe une chaine peptidique comprenant au moins 2 acides amines 
enantiopurs ; 

et R 1 est choisi parmi H, alkyl, alcenyl et aryl, eventuellement fonctdonnalises, un 
peptide ou un acide nucleique. 

9. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 8 comprenant la 
fabrication du compose de formule generale (II) par couplage'peptidique d'un 
fragment de formule generale 

XCH 2 -C(=0)-HN-B (VI) 

dans laquelle 

X designe un groupement susceptible d'etre substitue par substitution 
nucleophile, choisi en particulier paimi CI et Br et 

B designe un acide amine ou une chaine peptidique portant eventuellement des 
groupes protecteurs et/ou activants.avec un fragment C designant egalement un 
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11. Procede selon la revendication 9 ou 10 dans lequel le fragment C est un 
acide amine persilyle ou une chame peptidique persilylee. 

12. Procede selon Pune quelconque des revendications 1 a 1 1 dans lequel 
le groupement A du compose de formule generale (II) est Phe-Leu-Gly. 

5 13. Derive de peptide de formule generale 

R 1 N(CH 2 -C(=0)-HN-A-COOH) 2 (IV) 

dans laquelle 

A designe une chame peptidique comprenant au moins 2 acides amines 
enantiopurs ; 

10 et R 1 est choisi parmi H, alkyl, alcenyl et aryl, eventuellement fonctionnalises, un 
peptide ou un acide nucleique. 

14. Derive de peptide de formule generale 

R^CCHs-CC^-HN- Al -COOH)(CH 2 -C(=0)-HN-A2-COOH) (V) 
dans laquelle 

15 Al et A2 designent des chames peptidiques differentes 

et R 1 est choisi parmi H, alkyl, alcenyl et aryl eventuellement fonctionnalises ? un 
peptide ou un acide nucleique. 

15. Derive de peptide selon la revendication 13 ou 14 dans lequel le 
groupement A ou Al et/ou A2 est choisi parmi Phe-Leu et Phe-Leu-Gly. 

20 16 - Composition pharmaceutique comprenant un derive de peptide selon 

Tune quelconque des revendications 13 a 15. 

17. Compose de formule generale 

XCH 2 -C(=0)-HN-A-COOY (II) 

dans laquelle 

25 X designe un groupement susceptible d'etre substitue par substitution 
nucleophile, choisi en particulier parmi CI et Br et 
Y est choisi parmi H et des cations, et 
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— -acide amine ou une chaine 

peptidique portant eventuellement des groupes protecteurs et/ou activants. 

10. Precede selon la revendication 9, dans lequel B designe un acide 
amine. 
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A designe une chame peptidique formee de 2 a 20 acides amines, comprenant au 
moins 2 acides amines enantiopurs. 

18. Procede de fabrication du compose de formule generale (II) selon la 
revendication 17, par couplage peptidique d'un fragment de formule generale 

5 XCH 2 -C(=0>HN-B (V) 

dans laquelle 

X designe un groupement susceptible d'etre substitue par substitution 
nucleophile, choisi en particulier parmi CI et Br et 

B designe un acide amine ou une chame peptidique portant eventuellement des 
10 groupes protecteurs et/ou activants, 

avec un fragment C designant egalement un acide amine ou une chame 
peptidique portant eventuellement des groupes protecteurs et/ou activants. 

19. Procede selon la revendication 18, dans lequel B designe un acide 
amine. 



15 



20. Procede selon la revendication 18 ou 19 dans lequel le fragment C est 
un acide amine persilyle ou une chame peptidique persilylee. 
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11. Procede selon la revendication 9 ou 10 dans lequel le fragment C est un 
acide amine persilyle ou une chatne peptidique persilylee. 

12; Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 1 1 dans lequel 
le groupement A du compose de.formule generate (IT) est Phe-Leu-Gly. 

13. Derive de peptide de formule generale 

R I N(CH 2 -C(=0)-HN-A-COOH) 2 (IV) 

dans laquelle 

A designe une chaine peptidique comprenant au moins 2 acides amines 
enantiopurs ; 

et R 1 est choisi parmi H, aBcyl, alc6nyl et aryl, eventuellement fonctionnalises, un 
peptide ou un acide nucleique. 

14. Derive de peptide de formule generale 

R'NCCHa-CC^-HN-Al-COO^CCHj-CC^-HN^-COOEOCV) 
dans laquelle 

Al et A2 designent des chaines peptidiques differentes 

et Al ou A2 comprend au moins 2 acides amines enantiopurs 

et R 1 est choisi parmi H, alkyl, alcenyl et aryl eventuellement fonctionnalises, un 

peptide ou un acide nucleique. 

15. Derive de peptide selon la revendication 1 3 ou 14 dans lequel le 
groupement A ou Al et/ou A2 est choisi parmi Phe-Leu et Phe-Leu-Gly. 

16. Composition pharmaceutique comprenant un derive de peptide selon 
l'une quelconque des revendications 13 a 15. 

17. Compose de formule generale 

XCH 2 -C(=0)-HN-A-COOY (H) 

dans laquelle 

X ddsigne un groupement susceptible d'etre substirui par substitution 
nucleophile, choisi en particulier parmi CI et Br et 
Y est choisi parmi H et des cations, et 
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A designe une chaine peptidique formee de 2 a 20 acides amines, comprenant an 
moins 2 acides amines enantiopurs. 

18. Precede de fabrication du compose de formule generate (n) selon la 
revendication 17, par couplage peptidique d'un fragment de formule generaie 

XCH 2 -C(=0>HN-B (V) 

dans laquelle 

X designe un groupement susceptible d'etre substitue par substitution 
nucleophile, choisi en particulier parmi CI et Br et 

B designe un acide amine ou une chaine peptidique portant eventuellement des 
groupes protecteurs et/ou activants, 

avec un fragment C designant egalement.un acide amine ou une chaine 
peptidique portant eventuellement des groupes protecteurs et/ou activants. 

19. Precede selon la revendication 18, dans lequel B designe un acide 
amine. 

20. Precede selon la revendication 18 ou 19 dans lequel le fragment C est 
un acide amine persilyle ou une chaine peptidique persilylee. 



